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Resumo:Doze diferentes fungos da podridão branca da madeira foram selecionados 
para o estudo da descoloração dos corantes têxteis Reativo Preto 5 e Poly R-478 em 
meio sólido, em elevado teor de alcalinidade. Três linhagens de Trametes versicolor 
(MUM 94.04 MUM 04.100 MUM 04.101) e uma de Phanerochaete chrysosporium MUM 
94.15, apresentaram os melhores resultados. Em meio de cultura liquido, estes quatro 
basidiomicetos foram extensivamente testados em diferentes condições alcalinas e em 
concentrações extremas de salinidade. MUM 94.04 e MUM 04.100 apresentaram 
capacidade de descoloração de 90% e 100%, respectivamente. O desempenho de 
MUM 04.100 em quimiostato a pH 9,5, atendeu a ordem de descoloração de 100% e 
atividade enzimática da lacase com valor máximo em 3,5U. Introdução As 
contaminações ambientais dos corpos de água, decorrente da emissão de efluentes 
provenientes principalmente do setor têxtil ganham atenção mundial nos dias atuais 
[1,2]. Legislações cada vez mais rígidas que destacam a água com todo seu valor 
agregado obrigam as indústrias deste setor a possuírem um prévio tratamento de seus 
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descartes [3]. Novas tecnologias, cujo tratamento seja mais adequado, com baixos 
custos e ambientalmente amigáveis são o foco de muitas pesquisas neste setor [4]. O 
biotratamento utilizando-se fungos da podridão branca da madeira (Fpb) torna-se 
promissor em comparação aos convencionais, visto que é mais econômico e também 
não gera subprodutos muitas vezes mais tóxicos que os de origem [5]. 
Fpb possuem um mecanismo oxidativo inespecífico, que inclui enzimas extracelulares 
capazes de degradar uma grande variedade de organopoluentes, dentre eles corantes 
têxteis [6,7]. As principais enzimas extracelulares detectadas são, lacase (Lcc - 
EC.1.10.3.2), manganês-peroxidase (MnP - EC.1.11.1.13) e lignina peroxidase (LiP - 
EC.1.11.10.14). No entanto, raramente estas enzimas são expressas ao mesmo tempo 
por um microorganismo [8]. Adicionalmente às enzimas já supracitadas, bem como 
outras que têm tido menor atenção como a enzima glioxaloxidase (GLOX - EC.1.2.3.5), 
ainda necessitam de ser melhor compreendidas quanto ao seu papel na degradação 
destes compostos xenobióticos [9-11]. 
Deste modo, o presente trabalho teve por objetivo verificar a capacidade de 
descoloração de linhagens fúngicas proveninentes da Micoteca da Universidade do 
Minho (MUM) em condições extremas de alcalinidade e concentração de sais, para 
dois corantes da indústria têxtil, considerando-se que o efluente deste segmento 
possuem tais características.  
Microrganismos: Doze estirpes de fungos da podridão branca: Trametes versicolor 
MUM 94.04, MUM 04.100, MUM 04.101 MUM 04.104 e MUM 04.105, Pleurotus 
ostreatus MUM 94.08, Phanerochaete chrysosporium MUM 94.15 (ATCC 24725) e 
MUM 95.01, Irpex lacteus MUM 98.04, Bjerkandera adusta MUM 99.04, Fomes 
fomentarius MUM 04.102, Ganoderma applanatum MUM 04.103 provenientes da 
Micoteca da Universidade do Minho (MUM), foram selecionadas para avaliação da 
potencialidade na descoloração dos corantes, a manutenção da viabilidade das 
mesmas foi realizada em placas de TWA-celulose e Ágar extrato de malte (AEM) e 
guardadas a 4 oC, sendo as culturas renovadas uma vez ao mês.  
Meio de cultura:Composição do meio de cultura (MC): 0,1 gl-1 de um dos corantes 
Reativo Preto 5 (RB5) ou Poly R-478, YNB sem aminoácidos nem sulfato de amônio 
1,7 gl-1, asparagina 1,0 gl-1, sulfato de amônio 0,5 gl-1, sacarose 5,0 gl-1, em agar 
15,0 gl-1 (unicamente para meio sólido - MCS), pH ajustado entre 8,0-10,0, com 
intervalos de 0,5. Quando avaliada a capacidade descolorativa dos corantes em 
diferentes concentrações de sais acrescentou-se ao MC, NaCl nas concentrações de 
5,0-25,0 gl-1, com intervalos de 5,0 gl-1. 
Seleção de linhagens em MCS: o centro de cada placa foi inoculado com um cilindro de 
8 mm de diâmetro de TWA-celulose retirado da periferia da cultura. O MCS foi 
incubado por um período de 14 dias (diferentes valores de pH alcalino) e 28 dias (na 
interação pH alcalino e elevada concentração de sais) a 30oC. Durante este período 
ocorreram os registros de raio de crescimento, raio de descoloração e intensidade de 
descoloração.  
Estudo das linhagens selacionadas em MC:Agitador rotativo: frascos com 100 ml de 
MC foram inoculados com 5 discos de 8 mm, a seguir os mesmos foram incubados em 
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plataforma agitadora a 30 ºC e 150 rpm por 7 dias em condições alcalinas e 28 dias 
com adição de elevadas concentrações de sais. 
Quimiostato: 280 ml de MC foi inoculado e pré-adaptado em agitador rotativo por um 
período de 7 dias, sendo transferido sequencialmente ao reator. Para a fonte de 
alimentação do reator, o ME foi ajustado a pH 9,50 com concentração de RB5 de 0,1 
gl-1. A taxa de alimentação após terminar o período de batch foi de 0,5 mlh-1 
correspondendo à introdução de RB5 à taxa de 0,05 mgh-1. O caudal de alimentação e 
concentração do corante da solução foram ajustados ao longo da experiência que 
perfez 28 dias. No filtrado foram analisadas as concentrações de sacarose, pH e a 
atividade enzimática extracelular. 
Métodos Analíticos 
Determinação da massa celular: as amostras do mosto de fermentação foram filtradas 
a vácuo em papel de filtro no 41 de diâmetro 45 mm previamente aferidos,. e mantidas 
em estufa a 105 °C durante 8 horas. 
Determinação das atividades enzimáticas: as atividades enzimáticas da Lcc, MnP, LiP, 
GLOX e proteases foram determinadas conforme descrita em trabalhos prévios [12,13]. 
Lacase: A atividade da Lcc foi determinada através da oxidação de seringaldazina pelo 
aumento da absorbância a 525 nm. A reação ocorreu a partir da mistura de: 10 l de 
sobrenadante das amostras recolhidas, 90 l de solução 0,11 mM de seringaldazina 
(4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeído azina, Sigma) em etanol absoluto (Merck) e 200 l 
de solução tampão de ácido cítrico/hidrogenosfosfato de sódio de pH 6,0. 
Manganês Peroxidase: A actividade de MnP foi determinada através da oxidação de 
MBTH (3-metil-2-benzotiazolina hidrazona, Sigma) pelo aumento da absorbância a 590 
nm. A reação ocorreu a partir da mistura de: 10 l de sobrenadante das amostras 
recolhidas, 10 l de solução 0,23 gl-1de peróxido de hidrogênio a 30% (Merck), 120 l 
de solução 0,07 mM de MBTH, 10 l de solução 0,3 mM de manganês (Merck) e 150 
l de solução tampão de ácido cítrico/ hidrogenofosfato de sódio de pH 4,4. 
Lenhina peroxidase : A actividade de LiP determinou-se através da oxidação do álcool 
veratrílico, pelo aumento da absorbância a 310 nm. A reação ocorreu a partir da 
mistura de: 1 ml de sobrenadante das amostras recolhidas, 0,33ml de solução 2 mM de 
álcool veratrílico (3,4-dimetoxi-benziálcool, Sigma-Aldrich), 0,33 ml de solução 0,15 gl-1 
de peróxido de hidrogênio a 30% (Merck) e 1,34 ml de solução tampão de ácido 
cítrico/hidrogenofosfato de sódio de pH 4,4. 
Glioxaloxidase: A atividade da GLOX foi determinada através da oxidação da 
metilglioxal pelo aumento da absorbância a 436 nm. A reação ocorreu a partir da 
mistura de: 10 µl de sobrenadante das amostras recolhidas, 10 µl de solução stock 
(100x) de 2,8 mM guaiacol (Sigma, Aldrich); 10 µl de 1 mgl-1 de solução de peroxidase 
(Merck), 50 µl de metilglioxal (acetilformaldeído, Sigma) e 120 µl de solução tampão de 
ácido cítrico/hidrogenofosfato de sódio de pH 6,0. 
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Proteases: A atividade das proteases foi determinada através da hidrólise de 
azoproteína pelo aumento da absorbância a 440 nm. A reação ocorreu a partir da 
mistura de 10 µl do sobrenadante das amostras recolhidas, 30 µl de uma solução a 2% 
de azoproteína (azoalbumina-ácido sulfanílico, Sigma) em 50-100 mM da solução 
tampão, 100 µl de uma solução 10% de ácido tricloroacético (TCA, Riedel-de-Häen) e 
160 µl de solução tampão de ácido cítrico/hidrogenofosfato de sódio de pH 6,0. 
Uma unidade (U) de atividade enzimática foi definida como sendo a quantidade de 
enzima capaz de causar uma alteração de absorbância de 0,01 por minuto, sob as 
condições dos respectivos ensaios a cima descritos. 
Análise de açúcares redutores: a concentração da sacarose nas amostras, foi 
analisada diretamente por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) JASCO AS-
950, com detector de fracionamento JASCO RI 830. Uma coluna MetaCarb 67H (300 x 
6,5 mm), foi ajustada a temperatura de 60 oC e H2SO4 0,005M utilizado como fase 
móvel com vazão de 0,7 ml.min-1. A um injetor de capacidade de 30 μl, amostras de 20 
μl foram analisadas. A fim de obter as concentrações de sacarose, uma curva padrão 
foi construída e a concentração de sacarose inicial do MCL correspondeu a 100%. 
Resultados e Discussão  
Seleção de linhagens em MCS: muitos trabalhos são desenvolvidos com o intuito de 
detectar linhagens de Fpb no tratamento de efluentes têxteis, entretanto, em sua 
grande maioria não são considerados fatores limitantes nesta seleção, como elevado 
valor alcalino e concentração de sais, visto que os efluentes possuem tais 
características. Deste modo, quando inseridos tais fatores, os resultados não se tornam 
consistentes e portanto, inaplicáveis em possíveis condições reais de tratamento. 
Considerando-se tais requisitos como ponto de partida, o presente trabalho, dividiu-se 
em 3 etapas, onde (a) fez-se uma seleção de linhagens promissoras sobres tais 
condições previamente descritas para os corantes RB5 e Poly-R478, (b) avaliou-se em 
MCL em frascos agitados a descoloração dos corantes e enzimas envolvidas no 
processo, (c) ampliou-se a escala de estudo em quimiostato. 
A Tabela 1, apresenta o conjunto de resultados obtidos quando avaliadas 12 estirpes 
da MUM. O MCS foi ajustado a pH 8,0, 9,0, 10,0 e 12,0, nestas condições MUM 94.15, 
MUM 94.04, MUM 04.100 e MUM 04.101 atingiram capacidade de descoloração até o 
limite de pH 10,0. Partindo-se desta premissa, adicionou-se ao MCS em pH 10,0, 
concentrações de NaCl entre 5,0-25,0 gl-1, com intervalos de 0,5 gl-1. MUM 94.04, 
MUM 04.100 e MUM 04.101 atingiram uma taxa de descoloração de 100% até o valor 
limitante de NaCl 20 gl-1, conforme indicado na Tabela 2. Apesar de muito descrito em 
literatura e ter sido o primeiro fungo da podridão branca a ser referenciado como 
competente ao degradar compostos recalcitrantes e seu sistema enzimática enzimático 
ter sido vastamente estudado, Phanerochaete chrysosporium MUM 94.15 nas 
condições de ensaio, não apresentou desempenho a níveis consideráveis, no entanto, 
o mesmo foi mantido no passo seguinte de estudo, como padrão comparativo e 
também para uma avaliação mais restrita de seu mecanismo enzimático, objetivando-
se assim detectar e quantificar suas enzimas para uma melhor elucidação de seu 
desempenho, neste modelo de estudo. 
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Desempenho dos Fpb selecionados em MCL  
Utilizando-se as 4 linhagens selecionadas fez-se ensaios em MCL com valores de 
entre pH 8,0-10,0, com intervalos de 0,5, para os dois corantes selecionados. Pode-se 
assim, detectar o valor exato da maior taxa de descoloração para os microrganismos 
estudados e do efeito da aeração neste processo. Tabela 1. Efeito do pH alcalino na 
descoloração de RB5 e Poly-R478 em MCS para seleção de Fbp (média de duas 
réplicas). 
Tabela 2- Efeito da interação pH alcalino e elevada concentração de NaCl na 
descoloração de RB5 e Poly-R478 em MCS para seleção de Fbp (média de duas 
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réplicas). 
   
 A descoloração do corante RB5 foi acentuadamente mais elevada em comparação ao 
corante Poly R-478, aspectos como estrutura do corante ou efeito do pH são factores 
que possivelmente determinaram a melhor performance dos microrganismos em RB5. 
A Figura 1, destina-se a apresentar o melhor conjunto de resultados determinados a pH 
9,5 com RB5, onde observa-se um taxa de descoloração de todas as linhagens entre 
75% e 100%. 
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Figura 1: Descoloração do corante RB5 por: (A) P. chrysosporium MUM 94.15, (B) T. 
versicolor MUM 94.0), (C) T. versicolor MUM 04.100 e (D) T. versicolor MUM 04.101 
em pH 9,5, incubados a 30 ºC por 7 dias. Acrescenta-se ainda ao fato de MUM 94.15 
não possuir Lcc e seu desempenho ser similar a MUM 04.101 que possui tal enzima, 
denotando-se assim, a necessidade de uma melhor investigação das enzimas 
envolvidas no processo fermentativo. Quanto à produção de ligninases, o MUM 04.100 
obteve maior atividade de Lcc 2,5 U e LiP 0,3 U no 5º dia e GLOX no 1º e 3º dia com 
valor aproximado de 0,03 U no ensaio fermentativo. Não foram detectadas atividades 
das enzimas MnP e proteases nas 4 linhagens avaliadas.  
O efeito da concentração de NaCl foi investigado na mesma faixa de intervalo da etapa 
anterior com pH 9,5 devidamente ajustado e utilizando-se apenas o corante RB5 em 
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um período de 28 dias. Conforme apresentado na Figura 2 a maior taxa de 
descoloração ocorreu entre o 14º e 21º dia de fermentação. T. versicolor MUM 94.04 e 
MUM 04.100 apresentaram os melhores resultados na concantração de 15 gl-1de 
NaCl, chegando a valores de descoloração de 90% e 100%. Dentre as enzimas 
lignolíticas produzidas com maior atividade destaca-se a Lcc, onde para MUM 04.100 
seu valor foi determinado em 3,0 U no 21º dia. A atividade máxima de LiP foi de 1,9 U e 
de GLOX 0,9 U no mesmo dia de amostragem. Não foram detectadas atividades das 
enzimas MnP e proteases nestas linhagens. MUM 94.15 e MUM 04.101, não 
apresentaram resultados significativos. 
    
Figura 2: Descoloração do corante RB5 por: (A) T. versicolor MUM 94.04, (B). 
versicolor MUM 04.100 em pH 9.5, incubados a 30 ºC, [NaCl] 15gl-1 por 28 dias. 
Estudo em quimiostato 
Para este estudo foi usado um quimiostato e durante o período de 28 dias, foram 
retiradas amostras diariamente (Figura 3). A variação do pH, a taxa de degradação do 
corante RB5, assim como a(s) atividade(s) enzimática(s), foram mensuradas e 
devidamente registradas. O valor de meio de cultura inicial foi ajustado a pH 9,5 e a 
linhagem MUM 04.100 selecionada para esta etapa, consoante ao conjunto de 
resultados obtidos anteriormente. Observou-se a constante queda do pH do meio de 
cultura ao longo do processo, mesmo com a vazão de alimentação ajustada a pH 9,5, 
isto se justifica pela capacidade fungica de reduzir o pH do meio a condições ácidas. 
No 9º e 15º dia de trabalho foram dados pulsos de sacarose e no 20º de glicerol tendo-
se concentração final no meio de 5 gl-1, objetivando-se assim aumentar a taxa de 
degradação do corante, quando esta encontrava-se em decréscimo. No 23º dia de 
fermentação obteve-se o valor máximo de detecção da Lcc em 3,5 U. A atividade da 
enzima extracelular LiP foi detectada no 6º dia de fermentação na ordem de 1,3 U. 
Baixos valores de GLOX foram determinados e não ocorreu detecção de MnP e 
proteases. 
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Figura 3: Descoloração do corante RB5 em contínuo e actividades enzimáticas usando 
quimiostato e T. versicolor MUM 04.100 a 30 ºC durante 28 dias. Conclusões 
O efeito da interação do de pH alcalino e elevada concentração de sais foi significativo 
e restringiu o números de linhagens promissoras para degradação de corantes têxteis.  
O corante RB5 apresentou melhores resultados de descoloração para as linhagens 
estudadas em comparação ao Poly R-478.  
Trametes versicolor MUM 94.04 e MUM 04.100 atingiram taxas de descoloração em 
agitador rotativo de 90% e 100%, respectivamente., sobre condições extremas de 
alcalinidade e concentração de sais. 
Visando a aplicação de Fbp na degradação de corantes têxteis, T. versicolor MUM 
04.100 apresentou o melhor conjunto de resultados, contudo deve-se ampliar seu 
estudo em escalas maiores e também efetuar maior análise de todo o complexo 
enzimático produzido pelo mesmo, para assim comprender a função específica de cada 
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